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Tuberkuloza je infekcijska bolezen, ki jo povzroča mikobakterija M. tuberculosis in najpo-
gosteje prizadene pljuča. Tuberkuloza v svetovnem merilu predstavlja velik zdravstveni 
problem, saj zaradi nje vsako leto umre 1,3 milijona ljudi. Mikobakterijska celična stena je 
bogata z lipidi, ključni gradnik pa so mikolne kisline. Encimi, ki sodelujejo pri sintezi mi-
kolnih kislin, so ravno zaradi tega glavne tarče učinkovin, ki jih uporabljamo za zdravlje-
nje okužb z M.Tuberculosis. Encim InhA (enoil acilni prenašalni protein) sodeluje pri sin-
tezi mikolnih kislin in je tarča izoniazida, ki je zdravilo prvega izbora. Izoniazid se mora za 
svoje delovanje aktivirati s peroksidazo KatG. Če pride na genu za KatG do mutacije, po-
stane izoniazid neučinkovit. Zaradi vse pogostejšega pojava sevov, odpornih na izoniazid, 
razvijajo nove direktne zaviralce encima InhA, ki za svoje delovanje ne potrebujejo aktiva-
cije. Eden izmed strukturnih razredov direktnih zaviralcev InhA, ki so jih odkrili z visoko 
zmogljivostnim rešetanjem in so izkazali dober potencial za nadaljnji razvoj, so benzami-
dni zaviralci encima InhA. V magistrski nalogi smo sintetizirali sedem benzamidnih zavi-
ralcev InhA. V prvem delu magistrske naloge smo sintetizirali 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-
1-il)metil)-N-(2-(4-feniltiazol-2-il)ciklopentil)benzamid in 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)metil)-N-(2-(4-feniltiazol-2-il)cikloheksil)benzamid. Obe molekuli imata kiralni center, 
zato smo sintezo načrtovali tako, da smo dobili dva diastereomera. Pri biološkem testiranju 
zaviralne aktivnosti se je izkazalo, da imajo cis in trans derivata spojine s petčlenskim ob-
ročem in spojina s šestčlenskim obročem zelo podobno zaviralno aktivnost v nizkem mi-
kromolarnem območju. V drugem delu magistrske naloge smo sintetizirali pet analogov 4-
((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil benzamidnih zaviralcev, tako da smo sistematično me-
njali substituente, in sicer smo uvedli 2-fenilpiperidin, 2-fenilpirolidin, 2-fenilazetidin, 1-
metil-3-fenilpiperazin in 3-fenilmorfolin. Trije analogi so izkazali zaviralno aktivnost v 
mikromolarnem območju. Spojini trans 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)-N-(2-(4-
feniltiazol-2-il)ciklopentil)benzamid in (4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)fenil)(2-
fenilpiperidin-1-il)metanon pa imata tudi zmerno protibakterijsko aktivnost. Z našim de-
lom smo raziskali odnos med strukturo in delovanjem ter preverili, kako različni substitu-
enti vplivajo na zaviranje encima InhA.  
Ključne besede: tuberkuloza, zaviralci encima InhA,  benzamidni zviralci InhA, 4-((3,5-





Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis, which most 
commonly affects the lungs. Tuberculosis is a major healthcare burden causing 1.3 million 
deaths every year. Mycobacterial cell wall is rich in lipids, and the major part of lipid com-
ponents are fatty acids called mycolic acids. Enzymes within mycolic acid synthesis path-
way are drug targets. One of those enzymes is InhA (enoyl acyl carrier protein), an enzyme 
which is targeted by isoniazid, a drug of first choice for tuberculosis treatment. Isoniazid is 
a prodrug and requires activation by KatG peroxidase. Since KatG is essential for activa-
tion, mutation on KatG gene causes resistance of M. tuberculosis to isoniazid. Therefore 
research is conducted on direct InhA inhibitors, which do not require activation. One of 
direct InhA inhibitor classes discovered through high through-put screening are benzamide 
inhibitors, which show a good potential for further optimization. 
In the master thesis our goal we synthesized seven benzamide inhibitors. Firstly, we syn-
thesized compounds 4-((3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)methyl)-N-((2-(4-phenylthiazol-2-
yl)cyclopentyl)benzamide and 4-((3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)methyl)-N-((2-(4-
phenylthiazol-2-yl)cyclohexyl)benzamide. Since both compounds have a chiral center, we 
planed the synthesis to prepare both diastereomeres. Both diastereomeres of compound 
with cyclopentane ring and compound with cyclohexane ring exhibited very similar inhibi-
tor potency in micro molar range. In the second part of the master thesis we focused on a 
synthesis of five different analogues of 4-((3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)methyl ben-
zamide inhibitors. We used 2-phenilpiperidine, 2-phenilpirolidine, 2-phenilazetidine, 1-
methyl-3-phenilpiperazine in 3-phenilmorpholine as substituents. Three of synthesized 
analogues exhibited inhibitor potency in low micro molar range. Compounds trans 4-((3,5-
dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)methyl)-N-((2-(4-phenylthiazol-2-yl)cyclopentyl)benzamide and 
(4-((3,5-dimethyl-1H-pyrazol-1-yl)methyl)phenyl)(2-phenylpiperidin-1-yl)methanone also 
showed modest antibacterial activity. In this thesis, we researched structure-activity rela-
tionship between different analogues of benzamide InhA inhibitors and their potency. 
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Tuberkuloza je infekcijska bolezen, ki jo povzroča bakterija Mycobacterium tuberculosis. 
Največkrat prizadene pljuča (pulmunarna tuberkuloza), lahko pa tudi druge organe in 
organske sisteme, npr. centralni živčni sistem (meningitis), obtočila (miliarna tuberkuloza), 
kosti, urogenitalni sistem. Tuberkulozo lahko preprečimo in zdravimo. Bolezen predstavlja 
velik svetovni zdravstveni problem, saj je ena izmed 10 najpogostejših vzrokov smrti zara-
di infekcije. Svetovna zdravstvena organizacija (WHO) ocenjuje, da je za tuberkulozo leta 
2017 zbolelo 10 milijonov ljudi; 1,3 milijona ljudi pa je zaradi nje umrlo.  Najbolj razširje-
na je v jugovzhodni Aziji (62 % novih primerov) in Afriki (25 % novih primerov). Velik 
zdravstveni problem predstavlja tudi sočasna infekcija z virusom HIV (virus humane 
imunske pomanjkljivosti), saj je verjetnost za okužbo s tuberkulozo pri okuženih s HIV 
20−30-krat večja. Incidenca  tuberkuloze sicer upada, a ne dovolj hitro. Glavni vzroki so 
bakterijska odpornost na protimikobakterijska zdravila, povečano število potovanj in mi-
gracije iz držav z visoko stopnjo prevalence.  
Tuberkuloza se prenaša kapljično po zraku, in sicer ko oboleli za pljučno tuberkulozo kaš-
ljajo, kihajo ali govorijo. Po izkašljanju bakterije ostanejo žive še nekaj ur, nato pa lahko 
prodrejo v pljuča zdrave osebe, vendar je običajno za okužbo potrebna daljša izpostavlje-
nost bacilu, zato se tuberkuloza najpogosteje širi med ljudmi, ki si dalj časa delijo življenj-
ski prostor. Okužba z bakterijo Mycobacterium tuberculosis pa še ne pomeni bolezni. Po 
podatkih WHO samo 5−10 % okuženih tudi zboli za tuberkulozo. Dejavniki tveganja za 
razvoj bolezni so sočasna infekcija s HIV, podhranjenost, diabetes melitus, uživanje alko-
hola, silikoza ali dolgotrajno zdravljenje s kortikosteroidi. (1) 
Simptomi tuberkuloze so različni glede na to, ali je okužba prikrita ali aktivna, in glede na 
to, kateri organ ali organski sistem je okužen. Latentna oziroma prikrita oblika okužbe po-
teka asimptomatsko. Okuženi z mikobakterijo ne kaže znakov bolezni in tudi ni kužen, saj 
so kužni samo bolniki, ki imajo aktivno tuberkulozo. Aktivno pljučno tuberkulozo delimo 
na zgodnjo tuberkulozo in pozno tuberkulozo. Zgodnji stadij tuberkuloze se začne 2 do 8 
tednov po okužbi z M.tuberculosis, simptomi pa so nespecifični: splošno slabo počutje, 




kot kašljanje s krvavim izpljunkom, nočno potenje, zmanjšanje apetita in izgubljanje tele-
sne mase zaradi spremenjenega metabolizma, do katerega pride zaradi vnetnih procesov v 
telesu. Znaki zunajpljučne tuberkuloze so drugačni glede na organski sistem, ki je prizadet. 
Če je okužen centralni živčni sitem, so simptomi glavobol, povišana telesna temperatura, 
zaspanost, siljenje na bruhanje. Pri tuberkulozi kosti pride do otekline, prizadetost urogeni-
talnega sistem pa vodi do okvare ledvic, bolečega uriniranja, pri ženskah tudi do neplodno-
sti. (2) 
Tuberkulozo lahko diagnosticiramo s presejalnim kožnim testom s tuberkulin antigenom. 
Test nam pokaže, ali je bil organizem v stiku z M. tuberculosis, ne pove pa nam, ali je oku-
žba latentna ali aktivna. Aktivno tuberkulozo lahko diagnosticiramo z rentgenskim slika-
njem prsnega koša, kjer lahko vidimo tuberkulotične spremembe pljučnega tkiva, ali pa z 
bakteriološko preiskavo oziroma kulturo sputuma, kar pa je zelo dolgotrajno, saj so miko-
bakterije počasi rastoče bakterije, zato je za razvoj kulture potrebnih 3 do 6 tednov.(3) Ena 
izmed metod, ki jih preizkušajo za diagnosticiranje tuberkuloze, je tudi uporaba velikih 
afriških podgan (Cricetomys gambianus), ki lahko na podlagi vonja, ki ga oddajajo miko-
bakterije, prepoznajo prisotnost M. tuberculosis v sputumu z visoko točnostjo in občutlji-
vostjo. Tak tip diagnostike je tudi bistveno hitrejši in cenejši in bi lahko omogočil presejal-
no diagnostiko večje populacije in tako zmanjšal nove primere okužbe s tuberkulozo.(4) 
Svetovna zdravstvena organizacija kot prvi test za osebe, ki kažejo znake tuberkuloze, pri-
poroča Xpert MTB/RIF, avtomatiziran test pomnoževanja nukleinskih kislin, ki istočasno 
detektira tuberkulozo in njeno morebitno odpornost na rifampicin, ki je eno izmed najpo-
membnejših zdravil.  
Tuberkuloza je ozdravljiva bolezen, vendar je njeno zdravljenje zelo dolgotrajno. Zdravila 
prvega izbora za tuberkulozo so izoniazid, rifampicin, etambutol, streptomicin in pirazi-
namid. Latentno okužbo s tuberkulozo zdravijo 12 mesecev z izoniazidom. Pri aktivni tu-
berkulozi je potrebna kombinacija kemoterapevtikov. Najpogostejši režim zdravljenja je 
kombinacija izoniazida, rifampicina in pirazinamida, ki traja 2 meseca, in nato še 4 mesece 
zdravljenje z rifampicinom in izoniazidom. Veliko težavo pri zdravljenju tuberkuloze 
predstavlja tudi bakterijska rezistenca, največkrat proti rimfapicinu ali pa tudi proti več 
antituberkulotikom hkrati (multi-resistant tuberculosis MRT). Zdravila, ki jih uporabljamo 
za zdravljenje MRT, so kapreomicin, etionamid, cikloserin, fluorokinoloni in makrolidi. 




imajo več stranskih učinkov. Proti tuberkulozi obstaja tudi cepivo BCG (bacille Calmette-
Guérin), ki ne prepreči primarne okužbe z bakterijo, ampak učinkovito preprečuje širjenje 
tuberkuloza v centralni živčni sistem in obtočila pri otrocih, pri odraslih pa ni učinkovito. 
Zaradi teh težav je trenutno v različnih stopnjah kliničnih preizkušanj približno 20 zdravil 
in 12 cepiv proti tuberkulozi. Na trgu sta s pogojno marketinško avtorizacijo dve novi 
zdravilni učinkovini, in sicer bedakilin in delamanid, vendar imata obe neželene učinke na 
kardiovaskularni sistem. (1)  
 
1.2 MIKOBAKTERIJE  
Mikobakterije so aerobne, nesporogene, negibljive bakterije, v obliki paličic (bacili). So 
edini rod v družini Mycobacteriaceae, obsegajo pa približno 50 vrst. (6). Mikobakterije se 
slabo barvajo po Gramu, tako da niso ne Gram pozitivne ne negativne. Mikobakterije so 
acidorezistentne, kar pomeni, da jih, ko se obarvajo, ne moremo razbarvati s 3 % raztopino 
HCl v etanolu. Barvajo se po Ziehl-Neelsenu. Za ta postopek barvanja je značilno, da se z 
njim barvajo acidorezistentne bakterije. Mikobakterije rastejo mnogo počasneje kot druge 
bakterije, bacil tuberkuloze se deli vsakih 18 ur. Mikobakterije so odporne na kemične 
reagente in neugodne fizikalne pogoje (npr. sušenje) predvsem zaradi svoje bakterijske 
celične stene. Bakteriostatiki (npr. penicilin), ki inhibirajo rast mnogih bakterij, nimajo 





1.2.1 Mikobakterijska celična stena 
Mikobakterije se od ostalih bakterij razlikujejo po sestavi celične stene. Posebnost miko-
bakterijske celične stene je, da je bogata z lipidi, kar ji daje hidrofobne lastnosti in s tem 
zaščito pred dehidracijo. Poleg lipidov vsebuje še polisaharide, proteine, in glikolipide.(8) 
Kompleks mikobakterijske celične stene sestavljajo: 
 plazemska membrana, 
 peptidoglikan, polimer, ki ga najdemo v celičnih stenah veliko bakterij in daje celici 
obliko, 
 mikolil-arabinogalaktan kompleks, ki je značilen le za mikobakterije, 
 lipoarabinomanan in lipomanan, 
  lipidi in glikolipidi.  
 
Slika 1: Sestava mikobakterijske celične stene (povzeto po 8) 
Najobsežnejši del mikobakterijske celične stene je mikolil-arabinogalaktan kompleks, ki je 
kovalentno vezan na peptidoglikan. Mikolil-arabinogalaktan kompleks nudi mikobakteri-
jam hidrofobno zaščito. Arabinogalaktan je sestavljen iz galaktofuranozil in arabinofura-
nozilnih ostankov in predstavlja ogrodje, na katerega so kovalentno, druga ob drugi, in 




vezan tudi nekovalentno. Te mikolne kisline lahko ekstrahiramo iz mikobakterijske celične 
stene z organskimi topili, zato jih imenujemu tudi ekstraktabilne mikolne kisline. Nekova-
lentno so na mikolne kisline vezani še ostali lipidi, kot so voski, fosfolipidi. Ti lipidi skupaj 
z mikolnimi kislinami tvorijo asimetrični dvosloj, ki je zelo pomemben za preživetje 
mikobakterije. Lipidni dvosloj je neprepusten za veliko antibiotikov. (9) 
1.3 MIKOLNE KISLINE  
Mikolne kisline so dolgoverižne maščobne kisline in so esencialni del mikobakterijske 
celične stene. Prispevajo k fluidnosti in permeabilnosti celične stene. So 2-alkil-3-hidroksi 
dolgoverižne maščobne kisline, sestavljene iz 60 do 90 C atomov. Sestavljene so iz dveh 
verig, in sicer iz β-hidroksi verige, ki jo imenujemo tudi meromikolatna veriga, in α-alkilne 
stranske verige. Meromikolatna veriga vsebuje do 56 C atomov, α-alkilna stranska veriga 
pa je dolga 22−24 C atomov. Pri M. tuberculosis najdemo 3 strukturno različne tipe mi-
kolnih kislin, in sicer α-, metoksi in keto-mikolne kisline. Najpogostejše so α-mikolne 
kisline, ki so najbolj nepolarne. Sestavljene so iz 74−80 C atomov in vsebujejo 2 cis-
ciklopropilna obroča v meromikolatni verigi. Ker so mikolne kisline nujne za preživetje M. 
tuberculosis, je biosinteza pomembna tudi z vidika odkrivanja novih zdravil proti tuberku-
lozi, saj so encimi, ki sodelujejo v biosintezi, zanimive tarče novih potencialnih antituber-
kulotikov. (10, 11) 
 
Slika 2: Shema mikolnih kislin pri M. tuberculosis (povzeto po 11) 
α-mikolna kislina 
keto-mikolna kislina 




1.3.1 Sinteza mikolnih kislin 
V biosintezno pot mikolnih kislin sta vpletena dva sistema za sintezo maščobnih kislin, in 
sicer tip I sintaze maščobnih kislin (FAS-I) in tip 2 sintaze maščobnih kislin (FAS-II). FAS 
I najdemo tudi v evkariontskih sistemih in katalizira de novo sintezo maščobnih kislin iz 
acetil-koencim A (acetil-CoA). FAS II pa najdemo v bakterijah, parazitih in rastlinah in 
vsebuje 4 encime, ki zaporedno in ponavljajoče podaljšujejo acilno verigo. Acetilni začet-
niki so kontinuirano vezani na prostetično skupino koencima A pri FAS I ali na proteinski 
prenašalec acilne skupine (ACP) pri FAS II. Biosintezo lahko razdelimo na 5 stopenj: 
1. sinteza C26 nasičenih maščobnih kislin, ki jih katalizita FAS I, s čimer nastane α ve-
riga, 
2. sinteza C56 maščobnih kislin, ki jih katalizira FAS II, kjer nastane ogrodje meromi-
kolatne verige, 
3. sinteza funkcionalnih skupin na meromikolatni verigi, 
4. kondenzacija med meromikolatno in α verigo, ki jo katalizira poliketid sintaza 
Pks13, 
5. prenos mikolnih kislin do arabinogalaktana in ostalih akceptorjev. 





1.3.1.1 Tip I sintaze maščobnih kislin (FAS I) 
FAS I je sestavljen iz domen, ki omogočajo de novo sintezo maščobnih kislin. Te domene 
so acetiltransferaza, enoil reduktaza, dehidrataza, malonil/palmitoil transferaza, proteinski 
prenašalec acilne skupine, β-ketoacil reduktaza in β-ketoacetil sintaza. Vsi produkti ostane-
jo vezane na encime med procesom sinteze. Acetilna skupina se v vsakem ciklu pod vpli-
vom FAS I podaljša za 2 ogljikova atoma, kot substrata v tej reakciji sodelujeta acetil CoA 
in malonil-CoA. Po prvem ciklu nastane butiril-S-Enz., z dodatnimi podaljšanji pa dobimo 
C20 in C26. Te maščobne kisline so nato sproščene kot CoA derivati. C20 je najverjetneje 
točka, kjer sintezo dolge meromikolne verige prevzame FAS II sistem. Pod vplivom FAS I 
nastajajo tudi heksakozanoil-CoA, ki je osnova za krajšo α verigo. (11, 12) 
 
1.3.1.2  Tip II sintaze maščobnih kislin (FAS II) 
Mikobakterijski FAS II sistem ni sposoben de novo sinteze maščobnih kislin, odgovoren 
pa je za podaljševanje acetil-CoA začetnikov, ki jih sintetizira FAS I, v meromikolne kisli-
ne. Kot substrat je za podaljševanje verige potreben malonil-ACP. Med acetil-CoA začet-
niki in malonil-ACP poteče kondenzacija, ki jo katalizira mtFabH. MtFabH predstavlja 
povezavo med FAS I in FAS II. Naslednji korak v sintezi so keto redukcija, dehidracija in 
enoil redukcija, ki jo katalizirajo β-hidroksiacil-AcP-reduktaza (MabA), β-hidroksiacil-
AcP-dehidraza in enoil.ACP-reduktaza (InhA). Nastajajoča veriga se podaljša za 2 oglji-
kova atoma, nato pa se cikel reakcij ponovi, vendar mtFabH nadomesti β-ketoacil-ACP- 
sintaza KasA ali KasB. Po vsaki ponovitvi cikla je meromikolatna veriga daljša za 2 oglji-
kova atoma. (11, 12) 
1.4 ENCIM INHA 
InhA je pomembna tarča pri razvoju novih antituberkulotikov. Encim je nujen za preživetje 
Mycobacterium tuberculosis, saj inaktivacija tega encima privede do inhibicije sinteze 
mikobakterijske celične stene in s tem do morfoloških sprememb pri bakterijski celici in do 
lize le-te. (13) 
Encim InhA spada v družino kratkoverižnih dehidrogenaz/reduktaz, natančneje med niko-




NADH odvisno redukcijo trans dvojne vezi med C2 in C3 maščobnimi acilnimi substrati. 
InhA ima večjo afiniteto do C16 ali daljših maščobnih acilnih substratov.  
InhA je sestavljen in 4 monomernih enot, vsaka monomerna enota vsebuje 269 aminoki-
slinskih ostankov. Molekulska masa vsake monomerne enote je približno 29000 Da. Tro-
dimenzionalno je vsaka podenota encima sestavljena iz ene domene, katere jedro je Ros-
smannovo zvitje, kjer se nahaja vezavno mesto za kofaktor NADH. Nekatere α vijačnice in 
β strukture Rossmannovega zvitja segajo čez vezavno mesto za NADH in s tem ustvarjajo 
globoko špranjo, kjer je vezavno mesto za acilni substrat. Substrat tvori interakcije z lipo-
filnimi preostanki aminokislin. Aminokislinska ostanka, nujna za vezavo NADH kofaktor-
ja, sta Phe149 in Lys165, Thr 158 pa je pomemben za stabilizacijo intermediata med samo 
encimsko reakcijo. Večina zaviralcev InhA tvori interakcije z vezavnim žepom za substrat, 
ki ga tvorijo lipofilni preostanki aminokislin. Ti aminokislinski preostanki tvorijo hidro-
fobne in vodikove vezi (Tyr 158) z zaviralci encima. (14, 15) 
 
Slika 4: Kristalna struktura InhA. (Na strukturi A je z rumeno označeno vezavno mesto za NADH in mikolno kislino na 





1.5 ZAVIRALCI INHA 
1.5.1.1 Izoniazid 
Izoniazid je zdravilo prvega izbora pri zdravljenju tuberkuloze, njegova tarča pa je encim 
InhA. Je eden izmed najmočnejših antituberkulotikov z MIK (minimalno inhibitorno kon-
centracijo) 1,8 µM/L. Je predzdravilo, zato je pred njegovim delovanjem potrebna aktiva-
cija s KatG, oksidazo-peroksidazo, ki oksidira in peroksidira izoniazid v acilni radikal, ki 
se nato kovalentno veže na mesto 4 NAD+, s tem pa nastane izonikotinil-NAD kompleks, 
ki je močan zaviralec InhA. (16) 
 
Slika 5: Mehanizem delovanja izoniazida (povzeto po (16)) 
 
Nekateri sevi Mycobacterium tuberculosis so odporni na izoniazid. Največkrat je vzrok 
odpornosti na izoniazid mutacija v genu KatG, ki kodira KatG oksidazo/peroksidazo. Če je 
KatG odsotna ali manj aktivna, ne pride do aktivacije izoniazida.  
1.5.1.2 Direktni zaviralci encima InhA  
Zaradi pojava MDR (tuberkuloze odporne na več zdravil) tuberkuloze iščemo nove zdra-
vilne učinkovine in nove tarče za zdravljenje tuberkuloze. Prednost direktnih zaviralcev 
InhA pred izoniazidom in ostalimi predzdravili, ki delujejo na to tarčo, je v tem, da ne po-
trebujejo aktivacije in bi z njimi lahko zdravili tudi okužbe s tistimi sevi, ki so odporni na 
izoniazid. S pomočjo visoko zmogljivostnega rešetanja (HTS) je bilo odkritih nekaj skupin 
direktnih zaviralcev InhA, vendar so zaradi slabih farmakokinetičnih lastnosti in omejene-
ga terapevtskega okna še vedno v fazi raziskovanja in optimizacije strukture. (17) Nekateri 





Tabela 1: Direktni zaviralci InhA 
Razred InhA zaviralcev Strukturna formula 
Derivati tetrahidropirana (18) 
 
 


















1.5.1.2.1 Benzamidni zaviralci InhA 
Benzamidne zaviralce encima InhA so odkrili s pomočjo visoko zmogljivostnega 
rešetanja. To je metoda, kjer robot z biokemijskimi metodami preveri aktivnost 
velikega števila spojin na določeni tarči, tekom procesa pa dobimo informacije o 
interakcijah med spojinami in tarčo. (17) Kot spojino zadetek v strukturnem razredu 
benzamidov so z visoko zmogljivostnim rešetanjem odkrili N-(2-kloro-4-fluorobenzil-
4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzamid. Spojina ima IC50 vrednost v 
submikromolarnem območju in zmeren MIK90. V nadaljevanju so z optimizacijo 
strukture ugotavljali pomen posameznih strukturnih delov molekule. Izkazalo se je, da 
je amidna skupina nujna za delovanje molekule, prav tako metilni linker med 
benzamidnim delom molekule in 3,5-dimetilpirazolom. Tudi 3-metilna skupina na 
pirazolu je nujna za delovanje na InhA, saj je spojina brez te skupine neaktivna, 
metilna skupina na mestu 5 pa izboljša aktivnost. Zamenjava disubstituiranega 
benzilnega obroča s pirazolom in furanom je dovoljena, vendar je aktivnost šibkejša. 
Najboljše rezultate so dobili s para/orto substituiranim benzilnim obročem, a so bile te 
spojine zelo lipofilne in zato neprimerne za nadaljnji razvoj.  
 






Iz kristalne strukture spojine v vezavnem mestu je razvidno, da se spojina veže v 
hidrofobni vezavni žep za substrat InhA. Glavna interakcija je vodikova vez med 
karbonilnim kisikom Met98 in amidnim dušikom spojine, zaradi česar je le-ta nujen. 
Karbonilna skupina zaviralca je prav tako potrebna za delovanje, a ne tvori vodikovih vezi, 
temveč van der Waalsove interakcije z Ala198 in Phe97. Pirazol tvori π-π interakcije z 
nikotinamidnim obročem NAD+. Metilna skupina na mestu 3 na pirazolu tvori hidrofobne 
in van der Waalsove vezi s Phe149 in Tyr158. Kompleks encim-inhibitor je kristaliziral le 
v prisotnosti NAD+ kofaktorja, iz česar lahko sklepamo, da so zaviralci encima InhA iz 
skupine benzamidov nekompetativni inhibitorji in ne tekmujejo z NADH za vezavno 
mesto. (22) 
 
Slika 7: N-benzil-4-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il) metil benzamid (zelena barva) vezan v aktivno mesto encima InhA (pov-





2 NAČRT DELA 
Eksperimentalno delo lahko razdelimo na dva dela. V prvem delu bomo poskusili spojini I 
in II, ki sta bili predhodno že sintetizirani na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za 
farmacijo, sintetizirati tako, da bomo dobili pretežno trans derivat spojine. Spojinama I in 
II bomo nato določili IC50 vrednosti, tako cis kot trans derivatu. IC50 za cis derivat in za ra-
cemat je bil na Katedri za farmacevtsko kemijo že določen, mi pa bomo določili IC50 vre-
dnosti še trans derivatu in s tem ugotovili, kateri izmed diastereomerov močneje zavira 
encim InhA. 
Tabela 2: Strukturi cis in trans diastereomerov 





















V drugem delu eksperimentalnega dela bomo sistematično menjali substituente (R) na spo-
jini III. Sintetizirali bomo 5 derivatov te spojine, na označen del molekule bomo tako uve-
dli 5 različnih funkcionalnih skupin. Namen tega je raziskati kemijski prostor in pridobiti 
informacije o odnosu med strukturo spojine in njenim delovanjem.  
  
Slika 8: Spojina III 
Na označeno mesto bomo uvajali različne ciklične amine, in sicer 2-fenilpiperidin, 
2-fenilpirolidin, 2-fenilazetidin, 1-metil-3-fenilpiperazin in 3-fenilmorfolin (je heterocikel, 
a reakcija amidiranja poteka na dušiku enako kot pri cikličnih aminih). Spojinam, ki jih 





3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Uporabljali smo topila in reagente proizvajalcev Acros Organics, Apollo Scientific, Ena-
mine, Sigma Aldrich, Merck, Fluka, ITW reagents in Tokyo Chemical Industry. 
3.2 METODE 
 Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TLC)  
Tankoplastno kromatografijo smo uporabljali za sprotno spremljanje poteka kemijskih 
reakcij. Kot stacionarno fazo smo uporabljali silikagel plošče na aluminijastem nosilcu 
proizvajalca Merck (F245, nanos silikagela 0,22 mm, dimenzija plošče 20 × 20 cm). Mobil-
ne faze so bile različne in so navedene pri posamezni stopnji sinteze. Spojine smo detekti-
rali s pomočjo UV svetlobe (λ = 254 in 366 nm) in s pomočjo orositvenih reagentov ninhi-
drina in fosfomolibdenske kisline. 
Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za čiščenje spojin. Uporabljali smo steklene ko-
lone različnih velikosti, stacionarna faza je bila silikagel 60 (velikost delcev  
0,040−0,0063 mm), mobilne faze pa mešanice različnih topil, ki so navedene pri posame-
zni stopnji sinteze.  
 Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (NMR)  
NMR spektre smo snemali na Fakulteti za farmacijo, Univerza v Ljubljani, s spektrome-
trom Bruker AVANCE III. 1H spektre smo posneli pri 400 MHz. Kot topili smo uporabljali 





Masna spektrometrija (MS) 
 Masne spektre smo bili posneti na Fakulteti za farmacijo, Univerza v Ljubljani na masnem 
spektometru Expression LCMS proizvajalca Advion z ESI tehniko. 
 Določanje tališča 
Tališče smo določali z mikroskopom Cambridge Instruments, z grelno mizico Riechert 
Jung. Tališča so nekorigirana. 
 Risanje spojin in nomenklatura 
Za risanje spojin smo uporabljali programsko opreme ChemBioDraw Ultra 11.0. 
 Določanje IC50 
Encimsko aktivnost encima InhA smo izmerili tako, da smo spremljali oksidacijo NADH 
in spektrofotometrično merili koncentracijo NAD+ pri 340 nm. Pripravili smo osnovne 
raztopine naših spojin v DMSO, tako da smo dobili koncentracijo 10 mM. Končne volum-
ne reagentov smo preračunali tako, da smo dobili koncentracijo DMSO v končnih reakcij-
skih zmeseh 1% v/v. Za izvedbo encimske reakcije smo raztopinam zaviralcev dodali DD-
CoA (50 µM), NADH (100 µM), PIPES pufer (raztopina piperazin-N,N-di(2-etansulfonske 
kisline), pH = 6,8 (30 mM) in raztopino encima InhA s koncentracijo 50 nM. Reakcijsko 
zmes smo merili absorbanco 10 minut pri 25°C. Kot kontrolo smo uporabili enake reagen-
te, le brez dodatka zaviralca. Rezidualna aktivnost vsake spojine je procent zaviranja ak-
tivnosti encima InhA glede na kontrolno reakcijo. IC50 je vrednost, pri kateri je rezidualna 
aktivnost 50%. Za določitev IC50 vrednosti smo pripravili sedem različnih koncentracij 




Določanje minimalne inhibitorne koncentracije 
Določanje minimalne inhibitorne koncentracije smo izvedli z metodo mikrodilucije v teko-
čem gojišču. Minimalno inhibitorno koncentracijo smo določili tako, da smo suspenzijo M. 
smegmatis, ki je imela enako motnost kot 0.5 McFarland standard, razredčili s tekočim 
gojiščem z dodanimi kationi Mueller Hinton OADC (gojišče z dodatkom 5% oleinska 
kislina-albuminon-dekstroza-katalaza), tako da smo dobili končno koncentracijo bakterij-
skega inokuluma 5⃰105 CFU/ml. Spojine, raztopljene v DMSO in bakterijski inokulum smo 
inkubirali 6 dni pri temperaturi 30°C. Minimalno inhibitorno koncentracijo smo določili 
vizualno, in sicer kot najnižjo koncentracijo zaviralca, kjer ni bilo videti motnosti. Kot po-





4 EKSPERIMENTALNI DEL 












n=1 : ciklopentanski skelet (spojine z oznako Xa) 
n=2 : cikloheksanski skelet (spojine z oznako Xb) 





Sinteza etil 2-(benzilamino)ciklopentan-1-karboksilata (1a): 
Najprej in-situ pripravimo Na(OAc)3BH. V bučko odmerimo 20 mL ocetne kisline in na 
vodni kopeli ob mešanju počasi dodajamo 2,8 ekvivalenta NaBH4 (6 g; 0,16 mol) in poča-
kamo do prenehanja izhajanja plina. Nato v bučko dodamo 1,5 ekvivalenta benzilamina 
(7,41 g; 0,069 mol) in etil-2-oksociklopentan karboksilat (8,9 g; 0,057 mol) in ob mešanju 
na sobni temperaturi pustimo, da reakcija poteka čez noč. Naslednji dan delno odparimo 
ocetno kislino pod znižanim tlakom, v preostanek pa dodajamo trdni Na2CO3 toliko časa, 
kolikor izhaja plin. Nato izvedemo ekstrakcijo s 150 mL prečiščene vode in 150 mL EtO-
Ac. Organsko fazo speremo še s 100 mL nasičene raztopine NaCl in sušimo z Na2SO4 in 








Sinteza etil 2-(benzilamino)cikloheksan-1-karboksilata (1b): 
Etil-2-oksocikloheksan (3 g; 0,018 mol) in 1,5 ekvivalenta benzilamina (2,9 g; 0,027 mol) 
raztopimo v 20 mL DKM. Ob mešanju na sobni temperaturi dodamo 2 ekvivalenta 
Na(OAc)3BH in 2 mL ocetne kisline. Reakcijsko zmes mešamo na sobni temperaturi 2 dni. 
Reakcijsko zmes prenesemo v čašo in nevtraliziramo nezreagirano ocetno kislino z nasiče-
no raztopino NaHCO3 do prenehanja izhajanja plina. Fazi ločimo v lij ločniku. Organsko 
fazo nato spiramo s prečiščeno vodo (1 × 20 mL), z nasičeno raztopino NaCl (1 × 20 mL) 
in sušimo z brezvodnim Na2SO4. Pod znižanim tlakom odparimo topilo in dobimo oranžen 
smolnat produkt, ki ga čistimo s kolonsko kromatografijo. 
(MF: Hex/EtOAc  = 4/1). Po koloni dobimo 4,3 g rumenkastega, oljnatega produkta. 
 
Izkoristek: 68,9 %; Rf: 0,38 (EtOAc/Hex = 1/2); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,28 
(m, 3H -CH2-CH3) 1,49-1,91 (m, 6H, -CH2-CH2-CH2-) 2,08 (m, 1H, -CH-NH-CH2-) 2,96 (m, 1H. 
CH2-CH-(CH)-CO), 3,30 (m, 1H, –CH2-CH(CH)-NH-), 3,77-3,88 (m, 2H, -NH-CH2-C-), 4,10-
4,26 (m, 2H, -CH2-CH3-),7,20-7,40 (m, 5H, 5 × Ar-H ); MS (ESI) = m/z = 248,4 (M + H
+) Mr 
(izračunana): 247,1 g/mol; Elementna sestava: C15H21NO2 
Izkoristek: 91,4%; Rf: 0,37 (EtOAc/Hex = 1/2); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,25 
(m, 3H -CH2-CH3) 1,31-2,01 (m, 8H, -CH2-CH2-CH2- CH2) 2,07 (m, 1H, -CH-NH-CH2-) 2,70 (m, 
1H, CH2-CH-(CH)-CO), 3,02 (m, 1H, –CH2-CH(CH)-NH-), 3,71-3,90 (m, 2H, -NH-CH2-C-), 
4,04-4,24 (m, 2H, -CH2-CH3-),7,21-7,39 (m, 5H, 5 × Ar-H); Mr (izračunana): 261,1 g/mol; Ele-









Sinteza trans-etil 2-(benzilamino)ciklopentan-1-karboksilata (2a): 
1. Poskus: 
In-situ pripravimo NaOEt, tako da v 50 mL brezvodnega etanola ob mešanju pri 0°C poča-
si dodajamo 1,2 ekvivalenta Na (1 g; 0,047 mol). Počakamo toliko časa, da se ves natrij 
raztopi. NaOEt nato dodamo spojini 1a (m = 0,5 g) in refluktiramo 2 dni. Po dveh dneh 
reakcijski zmesi dodamo NaHCO3, da nevtraliziramo NaOEt, in na rotavaporju odparimo 
etanol. Naredimo ekstrakcijo z EtOAc (2 × 50 mL). Ob spremljanju reakcije s TLC vidi-
mo, da večina produkta ostaja v vodni fazi, zato le-to nakisamo z 1 M vodno raztopino HCl 
do pH = 5 in ponovimo ekstrakcijo z EtOAc (2 × 50 mL). Ker je večina produkta še vedno 
v vodni fazi, ponovno izvedemo reakcijo. 
2. Poskus: 
Brezvodni etanol predhodno sušimo z molekulskimi siti (3 Å). Nato in-situ pripravimo 
NaOEt po enakem postopku kot prej. NaOEt dodamo spojini 1a (m = 9,7 g) in refluktira-
mo 2 dni. Po dveh dneh refluktiranja v reakcijsko zmes dodamo 4M HCl v dioksanu. Pri 
reakciji nastaja NaCl, ki se ga znebimo s filtriranjem s presesavanjem. Nato topilo odpari-
mo pod znižanim tlakom. Dobimo 9,5 g rjavega, smolnatega produkta. Ko preverimo potek 
reakcije z NMR spektroskopijo, ugotovimo, da reakcija ni potekla, saj je v trans konforma-






Bučko prepihamo z argonom in vanjo prenesemo 2,3 g spojine 1a, ki jo raztopimo v 20 mL 
THF, ki smo ga predhodno sušili z molekulskimi siti. Dodamo par kapljic kronskega etra 
15 in počasi dodajamo 3 ekvivalente NaH (1,17 g; 0,027 mol) ob mešanju na sobni tempe-
raturi. Bučko zapremo s septumom in pustimo mešati 1 teden. Po enem tednu pod zniža-
nim tlakom odparimo THF in dodamo 10 mL ocetne kisline za nevtralizacijo. Počasi doda-
jamo nasičeno vodno raztopino NaHCO3. Nato izvedemo ekstrakcijo z EtOAc 
(2 × 20 mL). Organsko fazo nato speremo z nasičeno vodno raztopino NaCl (1 × 20 mL) in 
sušimo z brezvodnim NaSO4. Pod znižanim tlakom odparimo topilo in dobimo 300 mg 
produkta, ki je rjav in smolnat. Ko preverimo potek ekstrakcije s TLC kromatografijo, 
imamo zopet veliko produkta v vodni fazi. 
 
Sinteza trans-etil 2-(benzilamino) cikloheksan-1-karboksilata (2b): 
Brezvodni etanol predhodno sušimo z molekulskimi siti (3 Å). Nato in-situ pripravimo 
NaOEt, tako da v 50 mL predhodno sušenega etanola ob mešanju pri 0°C dodamo 1,2 
ekvivalenta Na (0,47g; 0,02 mol).V NaOEt nato prenesemo 4,46 g spojine 1b in reflukti-
ramo dva dni. Po dveh dneh refluktiranja v reakcijsko zmes dodamo 4M HCl v dioksanu. 
Pri reakciji nastaja NaCl, ki se ga znebimo s filtriranjem s presesavanjem. Nato topilo od-
parimo pod znižanim tlakom. Dobimo 4,3 g oranžnega, smolnatega produkta. Ko preveri-
mo potek reakcije z NMR spektroskopijo, ugotovimo, da je reakcija potekla slabo, saj je v 









Sinteza etil 2-aminociklopentan-1-karboksilata (3a): 
Produkta 2a iz 2. in 3. poskusa (celokupna masa 9,8 g) združimo v bučko in raztopimo v 
50 mL etanola. Bučko prepihamo z argonom in dodamo Pd/C (približno 10 % celokupne 
mase produktov; 1,1 g). Bučko prepihamo z vodikom in pustimo v vodikovi atmosferi pri 
sobni temperaturi reagirati čez noč. Ko naslednji dan preverimo potek reakcije s TLC kro-
matografijo, vidimo, da reakcija še ni potekla do konca, zato dodamo še 0,5 g Pd/C in po-
novno prepihamo z vodikom ter pustimo reagirati ob vodikovi atmosferi pri sobni tempera-
turi še en dan. Naslednji dan prepihamo bučko z argonom, filtriramo Pd/C s presesavanjem 
in odparimo topilo pod znižanim tlakom. Dobimo 5,33 g rjavega, smolnatega produkta, ki 
ga direktno uporabimo v naslednji stopnji. 
 
Izkoristek: 85,6 %; Rf: 0,00 (EtOAc/Hex = 1:2); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 
= 1,25-1,4 (m, 3H -CH2-CH3) 1,5-2,01 (m, 6H, -CH2-CH2- CH2) 2,70 (m, 1H, CH2-CH-
(CH)-CO), 3,10 (m, 1H, –CH2-CH(CH)-NH2-), 4,04-4,24 (m, 2H, -CH2-CH3-), 7,10 (m, 





Sinteza etil 2-aminocikloheksan-1-karboksilata (3b): 
Produkt 2b (masa je 4,3 g)  raztopimo v 50 mL etanola. Bučko prepihamo z argonom in 
dodamo Pd/C (približno 10 % celokupne mase produktov 0,53 g). Bučko prepihamo z vo-
dikom in pustimo v vodikovi atmosferi  pri sobni temperaturi reagirati čez noč. Naslednji 
dan prepihamo bučko z argonom, filtriramo Pd/C s presesavanjem in odparimo topilo pod 
znižanim tlakom. Dobimo 2,58 g oranžnega, smolnatega produkta, ki ga direktno uporabi-
mo v naslednji stopnji. 
 





Sinteza etil 2-((terc-butoksikarbonil)amino)ciklopentan-1-karboksilata (4a): 
Spojino 3a (5,33 g; 0,034 mol) raztopimo v 100 mL DKM, dodamo 1,2 ekvivalenta Boc2O 
(8,96 g, 0,041 mol) in približno 20 pelet DMAP. Mešamo pri sobni temperaturi 2 uri. Po 
dveh urah izvedemo ekstrakcijo. Organsko fazo spiramo z 10 % citronsko kislino  
(2 × 50 mL), nasičeno raztopino NaCl (1 × 50 mL) in sušimo z brezvodnim Na2SO4. Pod 
znižanim tlakom odparimo diklorometan in dobimo 7,2 g svetlo rjavega, oljnatega produk-
ta, ki ga ne čistimo in ga uporabimo direktno v naslednji stopnji. 
Izkoristek: 91,56 %; Rf: 0,00 (EtOAc/Hex = 1/2); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 
1,25-1,32 (m, 3H -CH2-CH3) 1,41-2,01 (m, 8H, -CH2-CH2- CH2 -CH2) 2,57-2,61 (m, 1H, 
CH2-C(CH)-CO), 3,31-3.37 (m, 1H, –CH2-CH(CH)-NH2-), 4,04-4,24 (m, 2H, -CH2-CH3-), 






* Na tej stopnji še enkrat poskusimo z racemizacijo naše spojine. In-situ pripravimo NaO-
Et, enako kot pri prejšnjih postopkih (1,2 ekvivalenta Na (1,4 g; 0,06 mol). NaOEt dodamo 
k etil 2-((terc-butoksikarbonil)amino)ciklopentan-1-karboksilatu in refluktiramo čez noč. 
 
 
Sinteza etil 2-((terc-butoksikarbonil)amino)cikloheksan-1-karboksilata (4b): 
Spojino 3b (2,58 g; 0,017 mol) raztopimo v 50 mL DKM, dodamo 1,5 ekvivalenta Boc2O 
(5,5 g; 0,025 mol) in približno 20 pelet DMAP. Mešamo pri sobni temperaturi 2 uri. Po 
dveh urah izvedemo ekstrakcijo. Organsko fazo spiramo z 10 % citronsko kislino  
(2 × 20 mL), nasičeno raztopino NaCl (1 × 20 mL) in sušimo z brezvodnim Na2SO4. Ko 
spremljamo potek reakcije s TLC kromatografijo, opazimo, da je pri reakciji nastalo veliko 
stranskih produktov, zato produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/Hex = 
1/4). Po koloni dobimo 650 mg produkta, ki po odparevanju topila kristalizira v oranžne 
kristale. 
 
Izkoristek: 82,3 %; Rf: (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,55; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 1,05-2,06 (m, 18H, -CH2-CH3, C-(CH3)3),–CH2-CH2-CH2-), 2,91-3,05 (m, 1H, -
CH2-CH(CH)-CO-); 4,00-4,38 (m, 3H, -CH2-CH3 in –CH2-CH(CH)-NH -); 7,24-7,34 (m, 
1H, -NH-); MS (ESI) = m/z = 280,1 (M + Na+) Mr (izračunana): 257,16 g/mol; Ele-
mentna sestava: C13H23NO4 
Izkoristek: 14%; Rf: (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,57; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) 
= 1,28-2,11 (m, 20H, -CH2-CH3, C-(CH3)3),–CH2-CH2-CH2-CH2-), 2,51-3,01 (m, 1H, -
CH2—CH(CH)-CO-); 4,03-4,29 (m, 3H, -CH2-CH3 in -CH2-CH(CH)-NH-); 5,70-5,81 (m, 





Sinteza etil 2-((terc-butoksikarbonil)amino)ciklopentan-1-karboksilne kisline (5a) in 




Sinteza etil 2-((terc-butoksikarbonil)amino)ciklopentan-1-karboksilne kisline (5a): 
Reakcijski zmesi iz prejšnje stopnje dodamo 30 mL prečiščene vode in 30 mL 1M NaOH. 
Ob mešanju pri sobni temperaturi pustimo reagirati 2 uri. Nato pod znižanim tlakom odpa-
rimo EtOH, preostanek reakcijske zmesi nakisamo z 10 % citronsko kislino do pH ≈ 2 in 
naredimo ekstrakcijo z EtOAc (3 × 50 mL). Organsko fazo spiramo z nasičeno raztopino 
NaCl in sušimo nad brezvodnim Na2SO4. Pod znižanim tlakom odparimo EtOAc in dobi-
mo 6 g oranžnega produkta, ki je deloma v obliki oranžne smole in deloma v obliki obori-
ne, ki ga ne čistimo, ampak ga surovega uporabimo direktno v naslednji stopnji. 
 
Izkoristek: 93,5 %; Rf: (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,00; MS (ESI) = m/z = 252,0 (M + Na+) 





Sinteza etil 2-((terc-butoksikarbonil)amino)cikloheksan-1-karboksilne kisline (5b): 
Spojino 4b (650 mg; 2,5 mmol) raztopimo v 20 mL etanola, dodamo 6,25 mL 2 M vodne 
raztopine NaOH (5 ekvivalentov) in segrevamo na 50 °C čez noč. Naslednji dan odparimo 
etanol pod znižanim tlakom, reakcijsko zmes nakisamo z 10 % raztopino citronske kisline 
do pH ≈ 2 in naredimo ekstrakcijo z EtOAc (3 × 50 mL). Organsko fazo spiramo z nasiče-
no raztopino NaCl in sušimo nad brezvodnim Na2SO4. Pod znižanim tlakom odparimo 
EtOAc in dobimo 600 mg steklastega produkta rumene barve, ki ga ne čistimo, ampak ga 
uporabimo direktno v naslednji stopnji. 
*Zaradi slabega izkoristka prejšnje stopnje in majhne količine produkta ponovimo vse 
predhodne stopnje z enakimi količinami in dobimo še 1,26 g produkta. Oba produkta nato 
združimo (skupna masa 1,86 g) in nadaljujemo sintezo. 
 
 




Sinteza terc-butil (2-karbamoilciklopentil)karbamata (6a); 
Bučko, v kateri imamo spojino 5a (6 g; 22 mmol), prepihamo z argonom, zapremo s septo 
in dodamo 50 mL brezvodnega THF in počakamo, da se spojina raztopi. Nato dodamo 2 
ekvivalenta CDI (5,46 g; 33 mmol) in mešamo na sobni temperaturi 1 uro. Nato dodamo 
15 mL 25 % vodne raztopine NH3 in pustimo mešati ob sobni temperaturi čez noč. Nasled-
nji dan uparimo THF pod znižanim tlakom. Preostanek suspendiramo v EtOAc in naredi-
mo ekstrakcijo. Organsko fazo spiramo z 0,1 M raztopino NaOH (1 × 20 mL), prečiščeno 
Izkoristek: 98,7%; Rf: (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,00; Mr (izračunana): 243,15 g/mol; Ele-




vodo (1 × 20 mL) in 0,5 M raztopino HCl (2 ×10 mL). Organsko fazo sušimo še z brezvo-
dnim Na2SO4. Odparimo EtOAc pod znižanim tlakom in dobimo 4,36 g produkta, ki je v 
obliki belega prahu. 
 
Sinteza terc-butil (2-karbamoilcikloheksil)karbamata (6b): 
Bučko, v kateri imamo spojino 5b (1,86 g; 7,6 mmol), prepihamo z argonom, zapremo s 
septo in dodamo 20 mL brezvodnega THF in počakamo, da se spojina raztopi. Nato doda-
mo 2 ekvivalenta CDI (2,48 g; 15,3 mmol) in mešamo na sobni temperaturi 1 uro. Nato 
dodamo 5 mL 25 % vodne raztopine NH3 in pustimo mešati ob sobni temperaturi čez noč. 
Naslednji dan uparimo THF pod znižanim tlakom. Preostanek suspendiramo v EtOAc in 
naredimo ekstrakcijo. Organsko fazo spiramo z 0,1 M raztopino NaOH (1 × 10 mL), preči-
ščeno vodo (1 × 10 mL) in 0,5 M raztopino HCl (2 × 10 mL). Organsko fazo sušimo še z 
brezvodnim Na2SO4. Odparimo EtOAc pod znižanim tlakom in dobimo 720 mg produkta, 
ki je v obliki belega prahu. 
 
Izkoristek: 86,8%; Rf: (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,64; MS (ESI) = m/z = 251,1 (M + Na+) 
Mr (izračunana): 228,15 g/mol; Elementna sestava: C11H20N2O3 
Izkoristek: 39,1%; Rf: (EtOAc/Hex = 1/2) = 0,61; MS (ESI) = m/z = 262,1 (M + Na+) 









Sinteza terc-butil (2-karbamotioilciklopentil)karbamata (7a): 
1. Poskus: 
Bučko s spojino 6a (4,36 g; 19 mmol) prepihamo z argonom, zapremo s septo in dodamo 
50 mL brezvodnega THF. Pod brezvodnimi pogoji dodamo 1 ekvivalent (2-kratni prebitek) 
Lawessonovega reagenta (7,71 g; 19 mmol) in mešamo pri sobni temperaturi v argonovi 
atmosferi čez noč. Naslednji dan uparimo THF in naredimo ekstrakcijo, tako da preostanek 
reakcijske zmesi raztopimo v 50 mL EtOAc , organsko fazo pa spiramo z nasičeno razto-
pino NaHCO3 (2 × 50 mL). Pod znižanim tlakom odparimo EtOAc. Ko s TLC kromatogra-
fijo po ekstrakciji preverimo potek reakcije, vidimo, da reakcija ni potekla.  
2.Poskus: 
50 mL DKM sušimo z molekulskimi siti. V suhem diklorometanu raztopimo reakcijsko 
zmes iz 1. poskusa in dodamo 1 ekvivalent Lawessonovega reagenta (7,71 g;  
19 mmol). Reakcijo ob mešanju pri sobni temperaturi pustimo potekati čez noč. Naslednji 
dan naredimo ekstrakcijo. Reakcijsko zmes spiramo z nasičeno raztopino NaHCO3 
 (2 × 50 mL), nasičeno raztopino NaCl in sušimo z brezvodnim Na2SO4. Diklorometan 
odparimo pod znižanim tlakom. Reakcija je tokrat potekla, vendar je nastalo veliko stran-
skih produktov, zato reakcijsko zmes čistimo s kolonsko kromatografijo (začetna MF: 
Hex/EtOAc = 4/1, nadaljujemo z MF: Hex/EtOAc = 1/2). Po koloni dobimo 860 mg pro-
dukta, ki je v obliki belega prahu. 
 
Izkoristek: 18,5 %; Rf: (EtOAc/Hex = 2/1) = 0,49; Mr (izračunana): 244,12 g/mol; 




Sinteza terc-butil (2-karbamtioilcikloheksil)karbamata (7b): 
Bučko s spojino 6b (720 mg; 2,96 mmol) prepihamo z argonom, zapremo s septo in doda-
mo 20 mL brezvodnega THF. Pod brezvodnimi pogoji dodamo 2 ekvivalenta (4-kratni 
prebitek) Lawessonovega reagenta (2,4 g; 5,93 mmol) in mešamo pri sobni temperaturi v 
argonovi atmosferi čez noč. Naslednji dan uparimo THF in naredimo ekstrakcijo, tako da 
preostanek reakcijske zmesi raztopimo v 20 mL EtOAc, organsko fazo pa spiramo z nasi-
čeno raztopino NaHCO3 (2 × 50 mL). Pod znižanim tlakom odparimo EtOAc. Produkt 
čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/MeOH = 9/1). Po koloni dobimo 324 mg 
produkta, ki je bel prah. 
 
Izkoristek: 46,6 %; Rf: (EtOAc/Hex = 2/1) = 0,43, Mr (izračunana): 258,14 g/mol; 








Sinteza terc-butil (2-(4-feniltiazol-2-il)ciklopentil)karbamata (8a): 
Spojino 7a raztopimo v 20 mL DKM (860 mg; 3,5 mmol), dodamo 2,5 ekvivalenta DIPEA 
(1,14 g; 8,8 mmol) in nekaj zrnc KI. V drugi bučki raztopimo 1,5 ekvivalenta kloroaceto-
fenona (810 mg; 5,25 mmol) v 20 mL DKM in raztopino počasi po kapljicah dodajamo v 
prvo bučko. Mešamo pri sobni temperaturi čez noč. Naslednji dan uparimo diklorometan 
pri znižanem tlaku, preostanek raztopimo v 20 mL EtOAc. Organsko fazo spiramo z 0,1M 
raztopino HCl (2 × 20 mL) in z nasičeno raztopino NaCl ter sušimo z brezvodnim Na2SO4. 
Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (suh nanos, MF: EtOAc/Hex = 1/4). Na 
tej stopnji s kolonsko kromatografijo ločimo stereoizomera, in sicer po koloni dobimo 48 
mg trans izomera, ki je rumeno olje, in 407 mg cis izomera, ki je oranžna smola. 
 
Izkoristek (skupen): 37,9 %; Rf: (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,57 (trans izomer); 0,49 (cis izo-






Sinteza terc-butil (2-(4-feniltiazol-2-il)cikloheksil)karbamata (8b): 
Spojino 7b raztopimo v 20 mL DKM (324 mg; 1,25 mmol), dodamo 2,5 ekvivalenta 
DIPEA (405 mg; 3,1 mmol) in nekaj zrnc KI. V drugi bučki raztopimo 1,5 ekvivalenta 
kloroacetofenona (288 mg; 1,8 mmol) v 20 mL DKM in raztopino počasi po kapljicah do-
dajamo v prvo bučko. Mešamo pri sobni temperaturi čez noč. Naslednji dan uparimo diklo-
rometan pri znižanem tlaku, preostanek raztopimo v 20 mL EtOAc. Organsko fazo spiramo 
z 0,1M raztopino HCl (2 × 20 mL) in z nasičeno raztopino NaCl ter sušimo z brezvodnim 
Na2SO4. Surov produkt čistimo s kolonsko kromatografijo (suh nanos, MF; EtOAc/Hex = 







Sinteza trans-2-(4-feniltiazol-2-il)ciklopentan-1-aminijevega klorida (9a-trans) 
Trans frakcijo spojine 8a (48 mg; 0,14 mol) raztopimo v 10 ml DKM in dodamo 5 ekviva-
lentov 2 M HCl v dietiletru (0,7 mmol; 1,9 ml) in mešamo pri sobni temperaturi približno 
pol ure. Ko reakcija poteče, pod znižanim tlakom uparimo topilo in nadaljujemo s surovim 
produktom direktno v naslednjo stopnjo. 
 
Izkoristek:27,2%; Rf: (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,52; Mr (izračunana): 358,17 g/mol; Ele-
mentna sestava: C20H26N2O2S 




Sinteza cis-2-(4-feniltiazol-2-il)ciklopentan-1-aminijevega klorida (9a-cis) 
Cis frakcijo spojine 8a (407 mg; 1,18 mmol) raztopimo v 10 ml DKM in dodamo 5 ekviva-
lentov 2 M HCl v dietiletru (5,9 mmol; 2,9 ml) in mešamo pri sobni temperaturi približno 
pol ure. Ko reakcija poteče, pod znižanim tlakom uparimo topilo in nadaljujemo s surovim 
produktom direktno v naslednjo stopnjo. 
 
Sinteza 2-(4-feniltiazol-2-il)cikloheksan-1-aminijevega klorida (9b) 
Pripravimo HCl v metanolu, tako da v 10 mL metanola ob mešanju pri 0 °C počasi 
kapljamo 1,4 ml acetil klorida. Spojino 8b raztopimo v HCl v MeOH in mešamo pri sobni 
temperaturi približno pol ure. Ko reakcija poteče, pod znižanim tlakom uparimo topilo in 
nadaljujemo s surovim produktom direktno v naslednjo stopnjo. 
 
Izkoristek:100 %; Rf: (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,00  






Trans frakcijo spojine 9a (0,14 mmol) raztopimo v 10 ml DKM, dodamo 3,8 ekvivalenta 
trietilamina (53,8 mg; 0,53 mmol) in mešamo pol ure. V drugi bučki raztopimo 1 ekviva-
lent 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzojske kisline (35 mg) v 10 mL DKM, ohla-
dimo na 0 °C in dodamo par kapljic DMF in 1,2 ekvivalenta oksalilklorida (21,3 mg; 0,168 
mmol). Segrevamo 15 minut na 45 °C, nato pod znižanim tlakom odparimo topilo. Zdru-
žimo vsebini obeh bučk in mešamo čez noč na sobni temperaturi. Naslednji dan preverimo 
potek reakcije s TLC kromatografijo. Ker reakcija ni potekla do konca, jo z enakimi koli-
činami nastavimo še enkrat. Naslednji dan naredimo ekstrakcijo, in sicer organsko fazo 
spiramo z 1 M raztopino NaOH (2 × 10 mL), z 2M HCl (2 × 10 mL) in z nasičeno raztopi-
no NaCl. Organsko fazo sušimo z brezvodnim Na2SO4. Izoliramo 12 mg produkta, ki ga 
čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/Hex = 4/1). Izoliramo 5 mg končnega pro-
dukta, ki je v obliki bledo rumene smole. 
 
Izkoristek: 7,8 % Rf: (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,425; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm)  
1,76-2,08 (m, 6H, 2x CH3-C(N)-CH-); 2,15-2,41 (m, 6H, CH-CH2-CH2-CH2-CH) 3,65-
3,83 (m, 1H, -CH2-CH-(H)- tiazol-), 4,56-4,71 (m, 1H, -CH2-CH-NH-), 5,19 (s, 2H, Ar-
CH2-pirazol-), 5,87 (s, 1H, C(CH3)-CH-C(CH3)-), 6,86-7,84 (m, 10H, Ar-H, S-CH-C- 








Cis frakcijo spojine 9a (1,18 mmol) raztopimo v 20 ml DKM, dodamo 3,8 ekvivalenta 
trietilamina (281 mg; 2,88 mmol) in mešamo pol ure. V drugi bučki raztopimo 1 ekvivalent 
4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzojske kisline (290 mg) v 20 mL DKM, ohladimo 
na 0°C in dodamo par kapljic DMF in 1,2 ekvivalenta oksalilklorida (179 mg; 1,41 mmol). 
Segrevamo 15 minut na 45 °C, nato pod znižanim tlakom odparimo topilo. Združimo vse-
bini obeh bučk in mešamo čez noč na sobni temperaturi. Naslednji dan naredimo ekstrakci-
jo, in sicer organsko fazo spiramo z 1M raztopino NaOH (2 × 10 mL), z 2M HCl (2 × 10 
mL) in z nasičeno raztopino NaCl. Organsko fazo sušimo z brezvodnim Na2SO4. Izoliramo 
335 mg produkta, ki ga čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/Hex = 4/1). Izoli-
ramo 120 mg končnega produkta, ki je deloma v obliki brezbarvne smole, deloma pa je 
bela amorfna snov. 
 
Izkoristek: 22,9 %; Rf: (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,39; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) 1,76-2,08 (m, 6H, 2x CH3-C(N)-CH-); 2,15-2,41 (m, 6H, CH-CH2-CH2-CH2-CH) 
3,40-3,55 (m, 1H, -CH2-CH-(H)- tiazol-), 4,64 (m, 1H, -CH2-CH-NH-), 5,19 (s, 2H, Ar-
CH2-pirazol-), 5,87 (s, 1H, C(CH3)-CH-C(CH3)-), 6,91-7,89 (m, 10H, Ar-H, S-CH-C- 








Spojino 9b (0.47 mmol) raztopimo v 20 ml DKM, dodamo 3,8 ekvivalenta trietilamina 
(180 mg; 1,78 mmol) in mešamo pol ure. V drugi bučki raztopimo 1 ekvivalent 4-((3,5-
dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzojske kisline (115 mg) v 20 mL DKM, ohladimo na 0 °C 
in dodamo par kapljic DMF in 1,2 ekvivalenta oksalilklorida (71 mg; 0,56 mmol). Segre-
vamo 15 minut na 45 °C, nato pod znižanim tlakom odparimo topilo. Združimo vsebini 
obeh bučk in mešamo čez noč na sobni temperaturi. Naslednji dan naredimo ekstrakcijo, in 
sicer organsko fazo spiramo z 1M raztopino NaOH (2 × 10 mL), z  
2 M HCl (2 × 10 mL) in z nasičeno raztopino NaCl. Organsko fazo sušimo z brezvodnim 
Na2SO4. Izoliramo 112 mg produkta, ki ga čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: EtO-
Ac/Hex = 4/1). Izoliramo 54 mg končnega produkta, ki je deloma v obliki brezbarvne smo-
le, deloma pa je bela amorfna snov. 
 
Izkoristek: 24,4%; Rf: (EtOAc/Hex = 1/4) = 0,425; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm)  1,21-1,98 (m, 8H, CH-CH2-CH2-CH2-CH2-CH) 2,30-2,41 (m, 6H, 2x CH3-C(N)-
CH-); 3,47-3,51 (m, 1H, -CH2-CH-(H)- tiazol-), 3,92-4,13 (m, 1H, -CH2-CH-NH-), 5,39 
(s, 2H, Ar-CH2-pirazol-), 6,04 (s, 1H, C(CH3)-CH-C(CH3)-), 7,51-8.03 (m, 11H, Ar-H, S-





4.2 SINTEZA (4-(3,5-DIMETIL-1H-PIRAZOL-1-IL)METIL) BENZAMIDNIH 
ZAVIRALCEV 
 
Splošni postopek sinteze: 
V bučko natehtamo 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzojsko kislino in jo raztopimo 
v 10 mL DKM. Ob mešanju pri 0 ℃ dodamo 2 kapljici DMF in 1,2 ekvivalenta oksalilklo-
rida. Reakcijsko zmes segrevamo 15 minut pri 45 ℃. Pri znižanem tlaku odparimo topilo. 
Suhemu preostanku v bučki dodamo 10 mL DKM 1 ekvivalent cikličnih dušikovih spojin 
in 3 ekvivalente trietilamina ter mešamo pri sobni temperaturi čez noč. Naslednji dan smo 
naredili ekstrakcijo z 0,5M HCl (1 × 10 mL) in vodo (2 × 10 mL) in uparili diklorometan. 





Spojino smo pripravili po splošnem postopku iz 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)metil)benzojske kisline (150 mg; 0,61 mmol), oksalil klorida (93 mg; 0,783 mmol), 1-
metil-3-fenilpiperazina (108 mg; 0,61 mmol) in trietilamina (256µL; 2,46 mmol). Dobimo 
rjav, smolnat produkt, ki ga čistimo s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/MeOH = 30/1) 
in dobimo 91 mg produkta, ki je oranžen in smolnat.  
 
Izkoristek: 39,5 %; Rf: (DKM/MeOH = 20/1) = 0,433; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 1,77-2,19 (m, 6H N-CH3 in =C-CH3), 2,19-2,36 (m, 3H, =C-CH3), 2,37-2,51 (m, 
1H, -N-CH-CH2), 2,62-2,83 (m, 2H, -N-CH2-CH2) 2,97-3,60 (m, 4H, -CH2-N-CH2-CH), 
5,22 (s, 2H, -N-CH2-C), 5,86 (s, 1H –C(CH3)-CH=), 6,93-7,20 (m, 4H, 4 ×Ar-H), 7,20-










Spojino smo pripravili po splošnem postopku iz 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)metil)benzojske kisline (379 mg; 1,55 mmol), oksalil klorida (236 mg; 1,86 mmol),  
2-fenilpiperidina (250 mg; 1,55 mmol) in trietilamina (647 µL; 4,65 mmol). Dobimo rjav 
smolnat produkt, ki ga čistimo s kolonsko kromatografijo (MF je DKM/MeOH = 20/1). 
Dobimo 400 mg olja oranžne barve, ki ga še enkrat čistimo s kolonsko kromatografijo 
 (MF je EtOAc/Hex = 1:1). Po drugi koloni dobimo 310 mg smolnatega produkta bledo 
rumene barve.  
 
Izkoristek: 66,5 %; Rf: (EtOAc/Hex = 1/1) = 0,25; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm) = 1,31-2,03 (m, 6H –N-CH2-CH2-CH2-CH-), 2,10 (s, 3H, CH3-C(CH)=N-), 2,24 (s 
3H, CH3-C(CH)=N-), 2,66-3,01 (m, 2H, N-CH2-CH2), 3,27-3,89 (m, 1H, N-CH(Ar)-CH2-) 
5,11-5,31(m, 2H, Ar-CH2-N(pirazol)), 5,86 (s, 1H –CH=C(CH3)-N-), 6,86-7,36 (m, 9H, 9 












Spojino smo pripravili po splošnem postopku iz 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)metil)benzojske kisline (100 mg; 0,4 mmol), oksalil klorida (63 mg; 0,5 mmol),  
2-fenilpirolidina (59 mg; 0,4 mmol) in trietilamina (211 µL; 1,52mmol). Produkt čistimo s 
kolonsko kromatografijo (MF: EtOAc/Hex = 4/1) in dobimo 15 mg produkta, ki je bledo 
rumen in smolnat.  
 
Izkoristek: 10,9 %; Rf: (EtOAc/Hex = 4/1) = 0,23;  1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm): 1,64-2,61 (m, 7H, -CH2-CH2-CH (pirol) in CH3-C-) 2,80 in 2,92 (s, 3H, CH3-C-, 
podvojen signal), 3,51-4,16 (m, 2H, -CH2-CH2-N-), 4,75-5,38 (m, 3H, Ar-CH2-pirazol in -
N-CH-Ar), 5,77-5,94 (m, 1H, (CH3)-C-CH-C(CH3), 6,76-8,06 (m, 9H, Ar-H); Mr (izra-











Spojino smo pripravili po splošnem postopku iz 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)metil)benzojske kisline (100 mg; 0,4 mmol), oksalil klorida (63 mg; 0,5 mmol),  
2-fenilazetidina (54 mg; 0,4 mmol) in trietilamina (211 µL; 1,52 mmol). Dobimo brezbar-
ven smolnat produkt, ki ga čistimo s kolonsko kromatografijo (MF je EtOAc/Hex = 4/1) in 
dobimo 11 mg produkta, ki je bledo rumen in smolnat. Pri analizi produkta z NMR spek-












Spojino smo pripravili po splošnem postopku iz 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-
il)metil)benzojske kisline (100 mg; 0,4 mmol), oksalil klorida (63 mg; 0,5 mmol),  
3-fenilmorfolina (65 mg; 0,4 mmol) in trietilamina (211 µL; 1,52mmol). Produkt čistimo s 
kolonsko kromatografijo (MF je EtOAc/Hex  = 4/1) in dobimo 17 mg produkta, ki je bledo 
rumen in smolnat.  
 
Izkoristek: 11,3 %; Rf: (EtOAc/Hex = 4/1) = 0,18; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
(ppm): 2,13 in 2,25 (s, 3H, -CH3-pirazol (podvojen signal), 2,87 in 2,95 (s 3H –CH3-
pirazol (podvojen signal), 3,21-4,50 (m, 7H, morfolin-H), 5,20 (s, 2H, Ar-CH2-pirazol), 
5,85 (s, 1H, -C(CH3)-CH-C(CH3)-), 7,03-8,03 (m. 9H, Ar-H); Mr (izračunana): 375,19 





5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV 




V prvi stopnji naše sinteze smo pretvorili izhodni spojini etil 2-oksociklopentankarboksilat 
in etil 2-oksocikloheksankarboksilat do amina. Aminsko skupino smo uvedli preko reduk-
tivnega aminiranja, kjer smo kot substrat uporabili benzil amin, kot reducent Na(OAc)3BH, 
reakcijsko zmes pa smo nakisali z AcOH. 
 
Slika 9: Mehanizem reduktivnega aminiranja (povzeto po (23))) 
 
V drugi stopnji sinteze smo poskušali izvesti izomerizacijo spojine 2a in 2b, in sicer tako, 
da smo spojini dodali bazo in reakcijsko zmes refluktirali. V literaturi smo našli predpis za 
reakcijo izomerizacije podobne spojine, pri kateri naj bi dobili razmerje cis  in trans konfi-
guracije 1:9. (24) 
 





Pri izvedbi izomerizacije smo naleteli na težavo, da nam je produkt glede na TLC kroma-
tografijo ostajal v vodni fazi in ga nismo uspeli izolirati. Težave je najverjetneje nastala, 
ker je zaradi prisotnosti vode potekla bazična hidroliza estra.  
 
Slika 11: Bazična hidroliza spojine 2a  
Po hidrolizi smo lahko izolirali le majhen del produkta, saj je v vodni fazi ostajala deproto-
nirana oblika naše molekule. Če pa smo vodno fazo nakisali, pa se je protonirala NH sku-
pina, tako smo ves čas imeli naš produkt v obliki iona in izolacija ni bila uspešna. Poskusili 
smo tudi odpariti vodno fazo, vendar smo v suhem ostanku imeli veliko količino ostalih 
soli in drugih nečistot, tako da tudi ta poskus izolacije ni bil uspešen. Reakcijo izomerizaci-
je smo poskusili izvesti tudi s komercialno dostopnim NaOMe, vendar smo imeli enake 
težave, kot če smo NaOEt pripravili sami.  
 
Slika 12: Protoniranje in deprotoniranje spojine 2a 
Zaradi zelo majhnega izkoristka po izolaciji smo se odločili, da reakcijo ponovimo v brez-
vodnih pogojih in se tako izognemo bazični hidrolizi. Kot bazo smo uporabili NaH, kot 
topilo brezvodni THF, ki smo ga predhodno sušili z molekulskimi siti. Tudi po temu po-
stopku smo po reakciji uspeli izolirati zelo malo produkta (300 mg), saj je prav tako kot v 
prvem predpisu, naš produkt hidroliziral in je pri izolaciji ostajal v vodni fazi, iz česar lah-
ko sklepamo, da nam brezvodnih pogojev kljub prepihovanju z argonom in uporabi mole-
kulskih sit ni uspelo zagotoviti.  
Zaradi vrste neuspelih poskusov, kjer smo izgubljali velike količine produkta in smo mora-




Tretja stopnja sinteze je katalitsko hidrogeniranje, s čimer smo odstranili zaščitno benzilno 
skupino. Kot katalizator smo uporabili paladij na ogljiku. Reakcija je potekala brez poseb-
nosti. 
Četrta stopnja sinteze je zaščita aminske skupine z zaščitno skupino Boc. Boc smo uvedli z 
Boc anhidridom, kot katalizator pa smo uporabili DMAP. Aminsko skupino smo zaščitili z 
zaščitno skupino Boc, ker je le-ta odporna na bazično hidrolizo, mi pa smo imeli v nasled-
njih stopnjah sinteze bazične pogoje. Uvedba zaščitne skupine je potekala brez problemov. 
Po uvedbi zaščitne skupine Boc smo se odločili, da še enkrat poskusimo z reakcijo izome-
rizacije. Za poskus izomerizacije na tej stopnji smo se odločili, ker nam bazična hidroliza 
estra, ki je bila najverjetneje razlog za neuspešne poskuse, tu ne predstavlja težave, saj je 
naslednja stopnja v sintezi ravno bazična hidroliza estra. V literaturi smo zasledili, da so 
reakcijo bazično katalizirane izomerizacije izvedli tudi na z Boc zaščitenih cis 2-
aminociklopentan karboksilatnih estrih. Izkoristek reakcije naj bi bil približno 80 %. Po 
predpisu iz članka smo spojini 4a dodali 5 ekvivalentov NaOEt, ki smo ga pripravili in situ 
iz Na in EtOH. Reakcijsko zmes smo refluktirali 24 ur. (25) Po končani rekaciji smo z 
NMR spektroskopijo preverili uspešnost reakcije. Iz NMR spektra spojine lahko vidimo 
razliko v cis in trans diastereomeru v kemijskem premiku signala za proton na kiralnem C 
atomu.  
 











1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,05-2,06 (m, 18H, -CH2-CH3, C-(CH3)3),–
CH2-CH2-CH2-), 2,91-3,05 (m, 1H, -CH2-CH(CH)-CO-); 4,00-4,38 (m, 3H, -CH2-CH3 in 
–CH2-CH(CH)-NH -); 7,24-7,34 (m, 1H, -NH-) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ (ppm) = 1,05-2,06 (m, 18H, -CH2-CH3, C-(CH3)3),–
CH2-CH2-CH2-), 2,51-2,62 (m, 1H, -CH2-CH(CH)-CO-); 4,00-4,38 (m, 3H, -CH2-CH3 in -





Integral signala za proton, ki priprada cis diastereomeru, je 10-krat večji kot integral signa-
la, ki pripada trans diastereomeru, iz česar je razvidno, da je le približno 10 % naše spojine 
v trans konformaciji. Reakcija izomerizacije je tudi na tej stopnji sinteze potekla zelo sla-
bo. 
Naslednja stopnja sinteze je bila bazična hidroliza etilnega estra do karboksilne kisline. 
Ker smo v naši reakcijski zmesi že imeli prisotno bazo od prejšnje reakcije, smo tu samo 
dodali vodo. Reakcija je potekla brez posebnosti in z dobrim izkoristkom. 
Karboksilno kislino smo nato pretvorili v amid z uporabo CDI kot aktivatorja kisline. Spo-
jini 7a in 7b smo raztopili v brezvodnem THF, dodali CDI ter mešali rekacijsko zmes, da 
se je kislina aktivirala. CDI reagira s karboksilno kislino. Najprej nastaneta acil karboksi 
imidazol in imidazol, ki nato reagirata, in dobimo acilimidazol kot aktivirano kislino, kate-
ri dodamo vodno raztopino amoniaka z namenom tvorbe amidne vezi. 
 





Naslednji korak v sintezi je pretvorba amida v tioamid. Reakcijo smo izvedli z uporabo 
Lawesonovega reagenta. Le-ta je v ravnotežju s svojo reaktivno obliko. Obe mezomerni 
strukturi reaktivne spojine reagirata s karbonilno skupino, pri čemer nastane tiaoksafosfe-
tan, ki nato razpade v ustrezen tioketon oziroma v našem primeru tioamid. 
 
Slika 16: Mehanizem delovanja Lawessonowega reagenta (povzeto po (27)) 
Pri spojini 6a smo imeli nekaj težav s potekom reakcije. Pri prvem poskusu smo kot topilo 
uporabili brezvoden THF in reakcija ni potekla, pri drugem poskusu pa smo jo izvedli v 





V sedmi stopnji sinteze smo izvedli Hantzschevo sintezo tiazolov, pri kateri smo tioamid 
pri spojinah 7a in 7b pretvorili do tiazola. Hantzscheva reakcija je kondenzacija med  
α-halogenoketoni, v našem primeru je bil to kloroacetofenon, in tioamidi. Za potek reakcije 
je potrebna baza, ki odcepi proton na žveplovem atomu. Pri naši sintezi smo kot bazo upo-
rabili DIPEA, kot katalizator pa smo dodali KI. 
 
Slika 17: Mehanizem Hantzscheve sinteze tiazolov (povzetzo po (28)) 
Po končani reakciji smo pri spojini 8a na TLC kromatogramu lahko opazili dve dobro 
ločeni lisi, od katerih je zgornja pripadala trans izomeru spojine 8a (48 mg), spodnja pa cis 
(407 mg) izomeru spojine 8a. Ta dva izomera smo nato ločili s kolonsko kromatografijo in 
od tu naprej nadaljevali sintezo z vsako frakcijo posebej. Pri spojini 8b pa diastereomerov 
nismo uspeli ločiti. 
V naslednji stopnji sinteze smo odstranili Boc zaščitno skupino s kislo hidrolizo. Obema 
diasteromeroma spojine 8a smo dodali HCl v dietiletru in mešali pri sobni temperaturi. Po 
eni uri reakcija ni potekla do konca, zato smo dodali še par kapljic HCl v dietiletru. Ker 
smo želeli hitrejši potek reakcije, smo za odščito Boc zaščitne skupine pri spojini 8b pri-
pravili HCl v metanolu, tako da smo v metanol med mešanjem na ledeni kopeli dodajali 
acetil klorid. Izkoristka sta bila v obeh primerih 100 %. 
V zadnji stopnji sinteze smo iz spojin trans 9a, cis 9a in 9b in 4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-
1-il)metil)benzojske kisline, ki smo jo predhodno sintetizirali, tvorili amid. Najprej smo 




N-aciliranje. Kot bazo smo uporabili trietilamin. Po končani reakciji smo dobili našo konč-
no spojino, ki smo jo čistili s kolonsko kromatografijo. Izkoristek te stopnje je predvsem za 
trans frakcijo zelo majhen, 7,8 %. Prav tako smo imeli nekaj težav s samim potekom reak-
cije trans frakcije, saj prvič reakcija ni potekla do konca. V reakcijski zmesi smo še vedno 
imeli izhodno spojino, zato smo postopek pri tej frakciji ponovili še enkrat. Pri cis frakciji 
in pri spojini s 6-členskim obročem pa je reakcija potekala brez posebnosti, a tudi tukaj so 
bili izkoristki dokaj slabi, približno 20 %. 
 
5.1.2 Komentar sinteze ostalih (4-(3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil) benzamidnih 
zaviralcev encima InhA 
V drugem delu magistrske naloge smo po splošnem postopku pripravili naslednje spojine: 
 (4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)fenil)(4-metil-2-fenilpiperazin-1-il)metanon, 




Pri vseh spojinah smo na aminsko skupino komercialno dostopnih spojin pripeli (4-
((3,5-dimetil-1H-pirazol)benzojsko kislino, ki smo jo predhodno sintetizirali in s tem 
tvorili amid. Amid smo sintetizirali preko kislinskega klorida, kot bazo pa smo upora-
bili trietilamin. Reakcije so potekale brez posebnosti, izkoristki reakcij pa so bili zelo 
različni (od 10 % do 60 %) in odvisni od izhodne spojine. Po končani reakciji smo re-
akcijsko zmes čistili s kolonsko kromatografijo. Pri čiščenju (4-((3,5-dimetil-1H-
pirazol-1-il)metil)fenil)(2-fenilpiperidin-1-il)metanona smo najprej kot mobilno fazo 
izbrali 5 % MeOH v DKM, nato pa smo po razvitju TLC kromatograma v drugi mobil-
ni fazi ugotovili, da nam s to mobilno fazo ni uspelo odstraniti vseh nečistot, zato smo 
kolonsko kromatografijo ponovili z mobilno fazo EtOAc/Hex 1:1. Pri čiščenju spojine 
(4-((3,5-dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)fenil)(2-fenilazetidin-1-il)metanon nam ni uspelo 






5.2 REZULTATI BIOLOŠKEGA TESTIRANJA 
Končnim spojinam 10a trans, 10a cis, 10b, 11, 12, 13 in 15 smo nato na encimu InhA do-
ločili IC50 vrednosti. Prav tako smo spojinam, ki so bile aktivne, določili MIK na M. 
smegmatis, ki smo jo uporabili namesto M. tuberculosis, saj ni patogena in raste veliko 
hitreje. Testiranje so izvedli sodelavci Katedre za farmacevtsko kemijo Fakultete za farma-
cijo. Rezultati bioloških testiranj so prikazani v spodnji tabeli. 
Tabela 3: Rezultati testiranja spojin na encimu InhA 





(IC50 je bil določen 
predhodno) 









2,9 µM >250 µM 
10b 
 






1,3 µM 32 µM 
13 
 
35 µM >250 µM 
15 
 
36 µM 250 µM 
11 
 
spojina ni aktivna  
 
Rezultata spojine 10a trans in 10a cis sta oba v mikromolarnem območju (3,7 µM in  
2,9 µM) in med njuno aktivnostjo ni razlike. Predhodno je bila na Fakulteti za farmacijo 
izmerjena aktivnost racemata spojine 10a in njena aktivnost je bila 0,579 µM. Glede na to, 
da je aktivnost racemata povprečje aktivnosti vseh izomereov, smo pričakovali, da bo imel 
eden izmed diastereomerov nižji IC50 od racemata. Eksperimentalni rezultat nas je presene-
til, saj je izmerjena aktivnost posameznega diastereomera šibkejša od izmerjene aktivnosti 
racemata. Razlogi za tak rezultat so najverjetneje številni variabilnostni faktorji, ki vplivajo 
na aktivnost. Upoštevati moramo, da so bile spojine testirane v različnem časovnem ob-
dobju, v katerem se je zamenjal tako encim kot tudi izvajalec testiranja, kar lahko vpliva na 
naše rezultate. Glede na naše rezultate med aktivnostjo spojine 10a (spojine s 5-členskim 
obročem) in 10b (spojine s 6-členskim obročem) ni bistvenih razlik. Kljub temu, da so IC50 
vrednostmi spojin podobne, so razlike v njihovi antibakterijski aktivnosti. Spojina 10a 
trans ima zmerno protibakterijsko aktivnost, MIK je 62 µM. Cis konformacija spojine 10a 






Pri spojinah 11, 12, 13, 15 smo sistematično menjali substituente in jim nato določili IC50 
vrednosti. Vse spojine, ki delujejo zaviralno, imajo aktivnost v mikromolarnem območju. 
Največjo afiniteto do encima InhA ima spojina 12 , ki v svoji strukturi vsebuje piperidinski 
obroč, njena aktivnost je približno tridesetkrat močnejša od spojin 13 in 15. Spojini s piro-
lidinskim in morfolinskim obročem sta enako aktivni. Spojina 12 ima prav tako najmoč-
nejšo protibakterijsko aktivnost, njen MIK je 32 µM, pri spojinah 13 in 15 pa je MIK sko-
raj desetkrat večja. Uvedba 4-metil piperazina (spojina 11) je povzročila izgubo zaviralne 
aktivnosti. Spojina 11 je edina izmed testiranih spojin, ki v svoji strukturi vsebuje bazičen 






V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali 7 zaviralcev encima InhA, od katerih jih 6 
zavira encim v nizkem mikromolarnem območju. 
V prvem delu smo sintetizirali spojine trans 10a, cis 10a in 10b. Največ težav pri sintezi 
nam je predstavljala reakcija izomerizacije, saj smo po izolaciji vedno izgubili velik delež 
produkta oziroma je reakcija je potekla zelo slabo in smo morali zaradi tega večkrat pono-
viti prvo stopnjo sinteze. Zaradi teh težav smo se odločili, da izomerizacijo opustimo in 
poskusimo ločiti oba diastereomera s kolonsko kromatografijo v kasnejših stopnjah sinte-
ze, kar smo tudi uspešno naredili. Vse tri spojine so pokazale enako učinkovitost pri zavi-
ranju encima InhA, njihova aktivnost je bila v nizkem mikromolarnem območju. Eksperi-
mentalno smo ugotovili, da je bila aktivnost obeh diastereomerov enaka, iz česar lahko 
sklepamo, da sama izomerna oblika nima velikega vpliva na aktivnost. Presenetilo pa nas 
je, da je bila aktivnost posameznega diastereomera nižja od aktivnosti racemata spojine 
10a. Ker pa je bila aktivnost racemata določena dve leti pred našim testiranjem, predlaga-
mo, da se celotno serijo spojin testira še enkrat, v istem dnevu, na enakem izoliranem en-
cimu, saj se bomo s tem izognili številnim variabilostnim faktorjem, ki vplivajo na rezultat, 
in tako dobili bolj primerljive rezultate. Poleg IC50 smo spojinam določili še MIK, kjer je 
spojina trans 10a izkazala največjo protibakterijsko aktivnost. 
V drugem delu magistrske naloge smo sistematično menjali substituente na 4-((3,5-
dimetil-1H-pirazol-1-il)metil)benzamidu in tako dobili serijo benzamidnih zaviralcev en-
cima InhA. Najmočnejše zaviralno delovanje in protibakterijsko aktivnost je imela spojina 
12, torej spojina s piperidinskim obročem. Ko smo kot substituent uvedli 4-metil piperazin, 
ki ima bazični center, je spojina postala neaktivna.  
Vse spojine, ki smo jih sintetizirali, imajo IC50 v nizkem mikromolarnem območju, spojini 
trans 10a in 12 pa sta izkazali tudi protibakterijsko aktivnost v nizkem mikromolarnem 
območju. Direktni zaviralci encima InhA, ki smo jih sintetizirali, imajo šibkejšo zaviralno 
aktivnost od zaviralcev, ki so bili odkriti s pomočjo rešetanja visoke zmogljivosti, proti-
bakterijska aktivnost pa je v enakem velikostnem razredu. Spojine predstavljajo dobro iz-
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